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摘 要 


本 研究 用 甲醇 国定 、 细 胞 尺 菜 、0。.3WHCI 抽 提 及 丙酮 沉降 的 四 步 法 提取 了 
AF Aedui (Amphidinium carterae) Z% ë AmE gA 
fg Xy sp BE Mj d AAR i En HERR BR BEI MR BK, AT HAE 
i6 TTRS, ARDARA RaT A AH H3, H2A, H2B 
及 H4d 五 条 电 浪 带 ; 前 环 莹 的 蛋白 祥 品 在 组 健身 电泳 区 唯一 出 现 了 一 条 电泳 带 ， 
Heit PP ST hPMRMES 日 4 。 根 据 本 结果 和 另外 一 些 必 者 对 其 他 
一 些 涡 凌志 虫 业 的 生化 和 细胞 化 学 研究 的 结果 ， 表 明 以 往 主要 根据 经 典 的 锣 肪 
化 学 研究 之 结果 而 认为 涡 鞭 毛虫 炎 的 细胞 核 或 染色 体 不 沪 租 自身 或 厂 性 过 自作 
为 其 一 重要 特征 ， 是 并 不 会 面 和 可 靠 的 。 包 括 本 研究 在 内 的 多 个 生化 研究 结果 
AB TX kA 5 6 f 3 6 — PERIERE GUT *6 Hb "Xi 
FATE- HAAL. 
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iS (Dinoflagellate) 是 从 原核 生物 进化 到 高 等 真 核 生 物 的 一 群 过 渡 类 型 的 
单 细 胞 生物 (Alleng, 1975, Hamkalo 等 ，1977》。 它 们 虽 属 于 低 等 真 核 生物 ， 但 其 细 
胞 核 及 染色 质 的 结构 与 功能 却 近 似 于 原核 生物 (李靖 炎 ,1979)。 一 般 认为 涡 纱 毛虫 类 与 典 
型 的 真 核 生物 之 间 的 区 别 主 要 在 于 前 者 在 整个 细胞 周期 中 始终 地 保持 着 致密 的 染色 体 结 
# (Dodge, 1964, 1966, Soyer 1971, Allen 8, 1975), 其 次 ， 许 多 研究 指出 前 者 的 染 
色 体 不 含 组 蛋白 或 碱 性 蛋白 (Ris, 1962, Dodge, 1964, 1966, 1971; 1973, Soyer, 
1971, Kubai 和 Ris, 1969》 。 昌 然 早 些 时 柜 入 们 已 认识 到 这 群生 物 是 研究 真 核 细胞 生物 
进化 起 源 的 活 北 石 , 但 由 于 和 研究 的 深度 及 广度 有 限 , 且 又 偏重 于 形态 结构 方面 的 分 析 研 究 
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工作 ， 因 而 进展 较为 缓慢 ， 关 于 细胞 核 的 化 学 组 成 方面 的 研究 ， 主 要 限于 细胞 化 学 方面 
进行 。 办 此 , 作为 上 述 涡 骏 毛虫 类 生物 的 两 个 最 突出 的 特点 之 一 , 大 部 分 是 以 细胞 化 学 方 
法 研究 为 基础 的 。1972 年 以 来 ， 主 要 由 Rizzo 和 Nooden (1972, 1973; 1974a, b; 1977) 
进行 了 一 些 生物 化 学 的 研究 工作 ， 但 只 限于 两 三 个 种 的 润 艳 毛虫 上 进行 。 近 来 在 国内 孙 
MS (01975 .进行 了 一 些 生化 研究 工作 ， 人 但 也 上 只 限于 对 一 个 种 上 进行 ， 由 于 就 鸿 鞭毛 
虫 类 本 身 , 就 有 可 能 存在 着 不 相同 的 进化 阶梯 , 因此 结合 细胞 化 学 和 生物 化 学 二 者 方法 ， 
广泛 而 深入 地 进一步 研究 其 进化 问题 是 很 必要 的 。 

本 研究 应 用 微量 提取 染色 质 碱 性 蛋白 的 方法 《陈云 物 等 ， 待 发 表 ) ， 提 取 了 属 典型 
RAER (Amphidinium carterae) 之 染色 质 碱 性 蛋白 ， 并 以 微量 或 半 
微量 的 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 盘 状 电泳 作 了 定性 检查 。 


材料 与 方法 


(一 ) BKB (Amphidinium carterae)， BH, RARE. Rh beak 
PK ERS), SESE AEG CErdschreiber) HRW, 3100 
xps m T 2 毫升 土壤 浸出 液 及 0.2 毫 升 复合 维生素 混合 液 。 培 养 液 经 过 泪 消 毒 后 ， 
于 100 毫 升 肉 形 瓶 中 加 入 50 诸 升 培养 液 ， 接 种 上 10 毫 升 种 子 流 , 置 背 阳 光 的 房间 内 培养 。 
在 距离 培养 钴 20 厘 米 高 处 装配 一 管 4 瓦 日 光 灯 ， 与 自然 散射 光一 起 每 日 照明 10 小 时 。 平 
均 宝 温 约 22*C 〈16 一 26eC)。 培 养 一 赔 时 络 浓 度 一 般 约 达 70 万 个 细胞 | 毫升 。 饶 检 培 养 物 
时 ， 纯 为 前 环 蒙 ， 未 发 现 污染 。 

(CO We LER ELSE. WHRUREAM RH) +R EMME, 
Adm FOR, (1) PRR MRAR 100 SH, 116009 下 离心 10 分 钟 , HH 
LERYV DA PRS AERA. AENME2 SDL, SEP R— 
次 甲醇 , 以 除去 溶 于 甲醇 中 的 叶绿素 等 色素 。 固 定 和 脱色 充分 后 , EHE CF 
16009 下 每 次 离心 5 分钟 ) 。 (2) 以 上 所 得 的 藻 细 胞 沉淀 移入 一 个 容量 约 1 ER 
璃 匀 浆 器 内 ， 直 接 匀 浆 破 细胞 〈 于 冰 浴 中 )， 匀 浆 3 一 5 分 钟 后 ， 约 0.1 毫 升 体积 的 匀 桨 物 
jn E28 eR MO. NHC, 抽 提 染色 质 碱 性 蛋白 《 仍 在 冰 浴 中 进行 )。20 分 钟 后 在 26009 下 
离心 10 分 钟 ， 取 上 清 液 贮 放 于 一 离心 管 中 , 沉淀 部 分 重复 匀 装 并 以 0.3wWHC] 抽 提 2 WX, 
(3》 三 次 离心 所 得 上 清 液 汇集 一 起 ， 加 入 8 体积 丙酮 以 沉淀 酸 洲 性 蛋 睛 。 在 16009 下 
离心 10 分 钟 收集 蛋白 ， 并 重复 用 丙酮 洗 二 次 《有 时 进一步 用 无 水 乙 极 及 乙 沟 各 洗 二 次 ) 
后 ， 真 空 干燥 备用 。 

作对 照 的 小 牛 胸腺 总 组 蛋白 的 提取 用 0.1 克 量 的 材料 ， 同 料 按 上 述 方 法 进行 。 

(=) 染色 质 碱 性 蛋 岂 的 电 沪 鉴定， 丙烯 栈 了 琶 著 胶 电 泳 系 统 基 本 参照 Panyim 和 
Chalkley(1969) 的 方法 。 但 我 们 以 微量 或 半 微 量 电泳 进行 ， 且 作 了 一 些 改良 ， 如 丙烯 酰 
胺 与 双 丙 燃 黑 胺 之 比 改 为 60 : 0.8, 0.2% HI RR A ERA PIA 2 % Tritonx 
-100 0.1 毫 升 混 合 后 使 用 。 丙 烯 酰胺 凝 胶 浓 订 为 15% , 凝 胶 管用 内 经 0.6 毫 米 ,长 4 厘米 的 
玻 瑞 管 。 样 品 液 含 8 MER. 40% RENE. O.106IRGECOER. BARE 3 毫克 /毫升 ， 加 
样 量 为 0.05 微 升 } 管 〈0.15 微 克 ) 。 电 极 缓冲 液 用 2.5M 尿 素 ，0.4M 甘 氮 酸 ，0。9N 冰 醋 
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K& (PH3)。 电 泳 先 用 25Y 5 分钟， 然后 70OV (0.11m A108) 2549, BEEN 
ABI GEGSXS10B4 9d eS. 





结果 与 讨论 


APREA, A08). 0,.3NNHCI 抽 提 及 丙酮 沉淀 的 四 步 法 ， 分 别提 取 前 环 药 及 
小 牛 胸腺 总 组 蛋白 样品 , HR RH EAR PA EL REC BE IS Pac AUR Dog TES p, 结果 得 
到 了 如 图 1 所 示 的 电泳 图 型 。 小 牛 胸腺 总 组 蛋白 被 分 离 成 Hl,H3.H2A、H2B 及 日 4 五 
条 带 ; 前 环 蒙 的 蛋白 样品 , 仅 出 现 一 条 单独 的 电泳 带 , 这 条 蛋白 带 与 同时 电泳 的 小 牛 胸 腺 
总 组 蛋白 和 单独 的 组 蛋白 也 4 的 带子 比较 ,其 电泳 迁移 率 正 相当 于 组 蛋白 H4。 因 偶 手 洋红 
G 在 细胞 化 学 研究 中 ,具有 专 特地 显示 染色 质 碱 性 蛋白 的 特点 。( 李 靖 炎 ,1964) 而 用 中 性 
ARIES GR (0.05%》 染 电泳 凝 胶 时 ， 小 牛 移 腺 总 组 蛋白、 组 蛋白 H4 HRS 
独 出 更 的 这 条 蛋白 带 尼 一 致 地 染 成 红色 。 由 此 证 明 : 前 环 荡 的 染色 质 含 有 一 种 碱 性 蛋白 ， 
且 其 电泳 迁移 率 相 当 于 小 咎 胸腺 组 蛋白 的 可 4， 这 一 碱 性 蛋白 是 否 与 小 牛 胸腺 组 蛋白 H4 
等 同 或 有 何 差异 ， 则 尚 待 对 其 氮 基 酸 组 成 及 免疫 学 性 质 的 分 析 。 

Giesbrecht (1962) 曾 指 出 前 环节 (Amphidinium carterae) 的 染色 体 与 细菌 的 染色 
质 体 之 间 的 超 微 结构 是 相似 的 ， 最 近 Oakley 和 Dadge (1979) 也 指出 这 种 观点 被 各 种 涡 
壬 毛虫 类 确实 无 染色 体 碱 性 蛋白 的 事实 所 支持 。 因 此 按照 以 往 细胞 化 学 研究 的 观点 ， 像 
这 样 典型 的 涡 矿 毛虫 类 是 不 会 存在 染色 质 大 性 蛋白 的 。 但 是 我 们 用 生化 方法 检查 的 结果 
表明 ， 前 环 莹 事实 上 含有 一 种 电泳 迁移 率 相 当 于 组 蛋白 H4 的 染色 质 碱 性 蛋白 。 在 此 以 
Bf, Rizzo 和 Noodén (1972; 1974 a，b) 的 生 作 研究 工作 也 曾 发 现 属 于 涡 蒜 毛虫 类 的 曲 
BH (Gyrodinium Cohni) RRS PM (peridinium trochoideum) 都 有 一 种 染色 
RRHEA, JUBHGEESGOEDHAXEHHA (HAOTEXTHA WANEER HS 
FAM (Peridinium balticum) 中 发 现 了 与 小 牛 胸 腺 组 蛋白 除 蝇 3 以 外 的 四 种 组 蛋白 电文 
迁移 率 相 当 的 碱 性 蛋白 ， 认 为 这 是 称 之 为 “ 真 核 ” 的 一 个 核 中 所 具有 的 。 而 认为 典型 的 
涡 一 毛虫 的 那个 核 则 仅 具 有 一 种 近似 组 蛋白 Hi 电泳 迁移 率 的 染色 质 碱 性 蛋白 。 Ris 和 
Kubai(1974) 用 通常 的 细胞 化 学 方法 研究 发 现 ， 在 涡 站 毛虫 类 中 在 进化 上 较 高 等 的 合 沟 
h (Syndinium) 的 染色 体 是 含有 三 性 蛋白 的 ,李靖 炎 等 (1978) 用 细胞 化 学 方法 , A 
等 (1978) 用 生化 方法 同样 发 现 核 结构 稍 高 等 的 涡 鞭 毛虫 类 尖 尾 踪 (Oxyrrhis marina) 
染色 体 有 碱 性 蛋白 ， 是 一 种 近似 组 蛋白 Ht 电泳 迁移 率 的 碱 性 蛋 卢 ， 随 后 李靖 炎 等 

(1979、1980) 用 不 同 于 以 往常 用 的 细胞 化 学 方法 , 即 不 除去 染色 体 DNA 的 氨 银 染色 法 显 

示 碱 性 蛋白 ， 结 果 发 现 所 检查 的 四 种 典型 的 涡 攀 毛虫 都 含有 染色 质 碱 性 和 蛋白， 根据 以 上 
这 些 结果 ， 显 然 表 明 不 论 是 典型 的 涡 蒜 毛虫 类 还 是 进化 稍 高 等 的 注 靶 毛虫 类 ， 实 际 上 是 
含有 染色 质 碱 性 蛋白 的 。 因 而 把 涡 革 毛虫 类 不 含 组 蛋白 或 染色 质 碱 性 蛋白 作为 其 一 个 重 
要 特征 是 不 够 全 面 和 可 车 的 。 

现在 已 知 高 等 真 核 生物 的 染色 质 红 维 的 亚 单 位 结构 是 五 种 组 蛋白 和 DNA 结合 形成 
念珠 状 结构 的 复合 体 〈 必 arnberg，1974)， 那 么 仅 含 一 种 电泳 迁移 率 与 组 蛋白 互 4 相当 的 
染色 质 碱 性 蛋白 的 涡 称 毛虫 类 , 是 否 会 存在 一 种 原始 类 型 的 核 小 体 结构 , 还 竺 研究 证 实 。 
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BIOCHEMICAL STUDY OF CHROMOSOMAL BASIC PROTEIN FROM 
THE DINOFLAGELLATE 4M PH Y DINIUM CARTERAE 


Chen Yunhe, Zhou Xingliang, Gou Shikang, Li Jingyan 
(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Qiao Yijiong 


(Shanghai Institule of Cell Biology, Academia Sinica) 


We examined the chromosomal basic protein from the Dinoflagellate Amp- 
hidinium carterae, The chromosomal basic protein of A.carterae and calf thymus 
histones as control were isolated by four steps:methanol-fixation, cell-homogeni- 
zation, 0.3N HCl-extraction and acetone-sedimentation, The qualitative exami- 
nation of the isolated proteins was made in acid urea polyacrylamide gel electro- 
phoretic system, As a result, the histones from calf thymus were separated into 
five bands:H], H3, H2A, H2B and H4, and no other protein bands were 
observed, The extracted protein from A, carterae showed only one single band, 
Its electrophoretic mobility was similar to that of calf thymus histone H4. This 
result together with those of other authors on biochemical and cytochemical studies 
all indicates that the chromosomes of dinoflagellate contain chromosomal basic 
protein, The opinion that the lack of chromosomal basic proteins is an important 


character of dinoflagellate seems to be incorrect, 


